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Introduction 
 がんは日本における死亡率の第一位であり日本人の三人に一人はがんで死亡している。非受容体型チ
ロシンキナーゼに属する Src ファミリーキナーゼは、様々な組織において、細胞増殖、発生・分化や細
胞機能の維持・制御に関わる重要なシグナル伝達を担っている [1]。がん細胞では、シグナル伝達など
多くの機構が破綻している。また、がん細胞では、正常細胞に比較し、チロシンキナーゼの酵素活性が
亢進していることが知られている [2, 3]。この活性亢進は大腸癌、乳がんで見られ、pp60c-Src 活性上昇は
大腸の初期腫瘍から肝転移までの進行に関連があると言われている [2-4]。腫瘍の悪性化に伴い Src が多
くのがん関連シグナルに関わっていると言われているが[5], Src 活性亢進による腫瘍の悪性化に関して
のメカニズムにおいては十分には分かっていない。 
 ラウス肉腫ウイルスの v-Src トランスフォーム遺伝子をコードする v-Src は、がん原遺伝子 c-Src の変
異体である[6]。v-Src は c-Src がC 末端に有するチロシン抑制的リン酸化を欠損するため恒常的活性型で
ありトランスフォーム型となっている(図 1)。v-Src の温度感受性変異株を用いた研究により v-Src はアク
チンストレスファイバー形成の減弱や接着斑の減少、細胞間細胞間の接着減少が見られ、contact inhibition 
解除や足場非依存的増殖を引き起こすことが分かった[5, 7-11]。v-Src はMEK/ERK 経路[12]、G1/S サイ
クリン-Cdk 複合体[13,14]のような増殖促進シグナルを刺激し、Cdk 阻害タンパクである p27 の発現を抑
制する[13]。大腸癌細胞中で Src と EGFR の相乗効果により浸潤制御を行っているが、これらの相乗効
果は細胞増殖に影響しない[5]。c-Src の恒常的活性化変異である c-SrcY527F の誘導は多くのシグナル伝
達を活性化するが細胞増殖促進は行わないということがインビトロ及びインビボにおける xenograft 
model の実験により分かった[15]。さらに、v-Src トランスフォーム Rat-2 繊維芽細胞において Ras と
PI3-kinase シグナルが阻害された時アポトーシスが起こることが言われている[16]。そのように、細胞増
殖における v-Src の効果は議論の余地がある。 
 細胞分裂の制御に Src ファミリーキナーゼが役割を果たしている証拠が蓄積している[17-22]。Src ファ
ミリーキナーゼはCdk1 依存的にM 期の突入時に活性化し、M 期の終わりに不活性化される[23-28]。M
期において Src ファミリーキナーゼ活性は厳密に制御されていることを考慮すると、Src 活性の異常亢進
は制御不能な細胞分裂を生じることが予想される。細胞分裂の制御不能になることは、染色体不安定性
を介した悪性的な腫瘍形成に関係すると言われている[29, 30]。それゆえに、われわれは Src 活性上昇し
たがん細胞モデルとして v-Src を発現した細胞を用いて解析した。 
 われわれは二核を含む 4 倍体細胞が生じたのに続いて増殖抑制が起こることを示した。われわれは、
また、v-Src は cytokinesis 阻害とスピンドルミッドゾーン上のMklp1, Aurora B, INCENP の細胞質への拡
散を引き起こすことを見出した。われわれの研究から Src 活性の亢進は異常な細胞分裂を引き起こし、
このような分裂異常は Src 活性の亢進したがん細胞でも起こり得ると考えられる。
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Results 
v-Src 誘導発現型細胞株の作成 
細胞分裂期における v-Src の影響を調べるために v-Src 誘導発現型の細胞株を HCT116 を用いて作成し
た (HCT116/v-Src, #clone-66)。 HCT116/v-Src は dish 上に接着、進展し、細胞間-細胞間の接合部に
E-cadherin が観察された (参考文献：Fig. 1B and D)。HCT116/v-Src におけるウェスタンブロッティング
と免疫染色法による解析結果からテトラサイクリン類似体であるドキシサイクリン (Dox) を添加する
とDox 依存的に v-Src 発現は誘導され、それに伴ってチロシンリン酸化と ERK のリン酸化が上昇するこ
とが分かった (参考文献：Fig. 1 A–C)。v-Src 発現細胞は、接着が弱まり形態が丸くなっていた。さらに、
E-cadherin のタンパクレベルの減少と細胞間細胞間接着の減少が見られた (参考文献：Fig. 1D)。また、
我々は HeLa S3 と NIH3T3 由来の v-Src 誘導型細胞株を作成した (HeLa S3/v-Src, clone #1-A; 
NIH3T3/v-Src, clone #4-B)。これらの細胞株においても HCT116/v-Src と同様なフェノタイプが見られた 
(参考文献サプリ： Figs. S2 and S3)。これらの結果から、作成した v-Src 誘導型細胞株では Erk のリン酸
化を含むチロシンリン酸化の亢進やE-cadherin タンパクレベルの減少に伴った細胞間細胞間の接着減少
といった典型的な v-Src のフェノタイプが見られた [7–11, 44–46]。 
   
 
細胞周期変化に伴った細胞増殖の阻害 
繊維芽細胞において v-Src による増殖促進効果が報告されていることにより [5,47], 我々は v-Src の増殖
に対する効果を見た。その結果、Dox 濃度依存的にHCT116/v-Src の増殖は抑制された (参考文献：Fig. 
2A)。Dox を添加していないHCT116/v-Src と親株であるHCT116 が同程度の増殖速度を示した。これに
より Dox 自体による影響は少ないことが示唆された。同様な増殖抑制効果が HeLa S3/v-Src 、
NIH3T3/v-Src でも見られた (参考文献サプリ：Figs. S2B and S3B)。これらの結果から v-Src 発現レベル
に伴って増殖抑制効果が現れることが示唆された。我々は次に、細胞周期の進行に v-Src の影響がある
かどうかを調べた。フローサイトメトリーを用いた解析により、Dox を非添加時のHCT116/v-Src のDNA
ヒストグラムはDox添加時の親株であるHCT116/TRと同様な典型的なヒストグラムを示した (参考文
献：Fig. 2B)。1 ng/ml Dox を添加したHCT116/v-Src はG2/M 細胞, 4N 細胞の蓄積の後に、sub-G1 細胞数
の増加が観察された。0.1 ng/ml Dox を添加したHCT116/v-Src ではわずかな 4N 細胞の蓄積しか観察され
なかった。これらの結果から v-Src は特に、G2/M 期、4N 細胞の蓄積の後に細胞死を引き起こし細胞周
期に影響する結果となった。 
 
v-Src が誘導する二核 
一般的に、4N 細胞の蓄積はG2 期への停滞または、mitotic slippage, cytokinesis failure といった細胞分裂
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の失敗の結果で起こると言われている。次に、v-Src 発現細胞で 4N 細胞の蓄積がどのようにして起るの
か調べた。顕微鏡を用いた解析によりほとんどが二核ではあるが (0.1 ng/ml Dox で二核細胞, 78%; 二核
より多い核を持つ細, 22%) 多核細胞の増加が v-Src 発現細胞に見られた (参考文献：Fig. 3A and B)。二
核はv-Srcを発現したHeLa S3, NIH3T3細胞でも観察された (参考文献サプリ：Figs. S2C, D and S3C, D) 。
これらの結果より v-Src は二核細胞を形成し 4N 細胞の蓄積が見られていたことが分かった。次に、我々
はHeLa S3 細胞における c-Src と v-Src による二核細胞形成への影響を比較した。HeLa S3 由来の c-Src
誘導発現型の細胞株で Dox 添加すると c-Src は高発現した (参考文献サプリ：Fig. S2A)。しかし、有意
差は付いたが二核細胞はわずかに増えただけであった (参考文献サプリ：Fig. S2D)。このことによりc-Src, 
v-Src のキナーゼ活性が二核形成に関与していることが分かった。抗 Src[pY416] 抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングの結果より c-Src の自己リン酸化は v-Src の自己リン酸化より低く c-Src のC 末端リン
酸化残基による抑制的リン酸化が寄与していることも分かった。このことにより c-Src 活性は抑制され
るために二核形成する割合が低くなっていることも示唆された。また、巨核細胞ではなく二核細胞がで
きていることから染色体の分配は正常に行われた後に、cytokinesis が阻害されていたことも示唆される。
セントロソームは S 期で複製され細胞分裂期に娘細胞二つに分配される [48]。γ-チューブリン染色によ
り二核細胞ではセントロソームの過剰複製が起こっていることが観察された (参考文献：Fig. 3C)。この
ことから v-Src 発現細胞において cytokinesis failure の後に、次の S 期に細胞周期が進みセントロソーム
が過剰複製されたと考えられる。これらの結果から v-Src が誘導した cytokinesis 阻害を介して二核とな
った結果 4N 細胞蓄積されたという仮説が考えられる。 
 
スピンドルミッドゾーンへのMklp1 局在の阻害 
キネシン様モータータンパクであるMklp1 (図 2) は cytokinesis に重要であり、Mklp1 ノックダウンに誘
導され二核が形成される報告がされている[49–54]。そこで、v-Src 発現細胞においてM 期終盤における
Mklp1 局在を観察した。顕微鏡解析により Dox 非添加時は Mklp1 はスピンドルミッドゾーンに局在し
ていることに対して、v-Src 発現細胞では大多数の細胞でスピンドルミッドゾーン上での Mklp1 の局在
が見られなかった (参考文献：Fig. 4A and B)。v-Src 発現 anaphase 細胞ではセントラスピンドルは異常
な形態を示し (参考文献：Fig. 4C)、Mklp1 がミッドゾーン形成に関与する報告と一致する [49, 50, 55–57]。
Mklp1 のスピンドルミッドゾーン上への集積は cytokinesis が完了することに必要であるという報告があ
るので [51, 58]、これらの結果からすると v-Src はMklp1 のスピンドルミッドゾーン上での集積阻害を引
き起こし、その結果二核になっていることが示唆される。 
 
Anaphase におけるスピンドルミッドゾーン上からのAurora B の消失 
Chromosomal passenger complex  (CPC) の構成因子であるAurora B (図 2) はMklp1 がスピンドルミッド
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ゾーン上に局在するのに必要であると言われている [56, 58–60]。Dox 非添加時のAurora B はmetaphase 
染色体、anaphase におけるスピンドルミッドゾーン上、cytokinesis 終わりまでのスピンドル上に正常な
局在を示したけれども、v-Src を発現すると anaphase のスピンドル上から消失することが分かった (参考
文献：Fig. 4A and C)。v-Src 誘導によるMklp1 の異常局在へAurora B がどのように関与するかを調べる
ために v-Src のAurora B 局在への影響を調べた。親株であるHCT116 細胞でAurora B は prometaphase、
metaphase では染色体局在し anaphase ではスピンドルミッドゾーン上に移行した (参考文献：Figs. 4C and 
6A)。興味深いことに、Aurora Bの異常局在を示す細胞数はv-Src発現anaphase 細胞で顕著に増加した (参
考文献：Fig. 5A)。これらの効果は PP2 処理により抑制された (参考文献：Fig. 5A and B)。同様なフェノ
タイプが v-Src を発現した HeLa S3 と NIH3T3 細胞で観察され c-Src 発現細胞ではわずかに観察された 
(参考文献サプリ：Figs. S2F and G, S3E and F)。M 期同調細胞のウェスタンブロッティング解析から v-Src
発現による Aurora B のタンパク発現レベルへの影響はなかった (参考文献：Fig. 5C) ことにより、
Aurora B の異常局在はタンパク分解ではなく細胞質側へ拡散して起こっていることが考えられる。
Aurora B とMklp1 の定量的解析からMklp1 の異常局在はAurora B の異常局在に付随して起こる (参考
文献：Fig. 4B)。Aurora B はMklp1 の anaphase におけるスピンドルミッドゾーン局在を制御しているの
で [56,58–60], v-Src はおそらくAurora B の異常局在を引き起こし、その結果Mklp1 のスピンドルミッド
ゾーン上からの異常局在を引き起こしている。Fig. 1 に示したように v-Src は下流で細胞接着を制御して
いる。そこで v-Src 発現細胞では接着減少を介した cytokinesis 阻害による二核形成が起こっていないか
どうか確かめるために poly (2-hydroxyethyl methacrylate) [poly(HEMA)] [43]でコートしたディッシュを用
いて浮遊培養の状態で解析した。データにはないが浮遊状態の細胞の増殖速度と接着状態での増殖速度
は v-Src 非発現状態では同じである。浮遊培養での多核細胞の割合は接着状態でも同じである (参考文
献：Fig. 5D, Fig. 3B)。これらの結果からするとHeLa S3 細胞において接着の減少は細胞増殖と cytokinesis
を阻害しなかった。対照的に、浮遊培養において多核の細胞数は接着細胞と同様に v-Src 発現で顕著に
増加していた (参考文献：Fig. 5D)。我々は、浮遊状態の v-Src 発現細胞において anaphase におけるAurora 
B 異常局在を観察したがDox 非添加時には観察できなかった (参考文献：Fig. 5E and F)。これらの結果
から、HeLa S3/v-Src において細胞接着の減少から二核は形成されないことが示唆された。 
 
Metaphase 染色体からスピンドルミッドゾーンへのAurora B の移行阻害 
Aurora B は chromosomal passenger complex (CPC)の構成因子(図 3)として anaphase の開始時に metaphase
染色体からスピンドルミッドゾーンに移行する [61]。CPC の移行にはキネシン様モータータンパクであ
るMklp2 が必要であり、anaphase においてスピンドルミッドゾーンに局在する [62]。どのようにAurora 
B 局在がスピンルミッドゾーン上から消失するのか確かめるために、我々は v-Src 発現細胞において
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CPC , Mklp2 局在を解析した。CPC の構成因子の内の一つである INCENP はAurora B と同様に、v-Src
を発現させた状態にも関らず metaphase 染色体に局在していた。一方、anaphase のスピンドルミッドゾ
ーン上には局在しなかった。CPC のどの構成因子をノックダウンしても他の構成因子の metaphase 染色
体局在に影響する[63-64]。これらの結果から考察するとCPC は metaphase 染色体に局在し、v-Src 発現細
胞では染色体からスピンドル移行が阻害されている可能性が示唆される。興味深いことにAurora B 異常
局在を示した細胞ではMklp2 の局在はスピンドルから消失する (参考文献：Figs. 6C and D)。v-Src は、
おそらくCPC のmetaphase 染色体からスピンドルミッドゾーンへの移行を阻害し、それがMklp2 の局在
を異常にしていると考えられる。スピンドルミッドゾーン上から Aurora B が消失する時に anaphase 染
色体に Aurora B が残ったままなのかどうかを調べた (参考文献：Fig. 6E)。コントロール細胞において
phospho-histone H3 Ser10 (pHisH3) 染色はmetaphase 染色体そして anaphase 染色体も染色された。このこ
ととpHisH3はAurora B の基質であることからAurora B はmetaphaseと初期anaphaseで機能しているこ
とが考えられる。しかしながら、pHisH3 染色は v-Src 発現細胞ではコントロールに比較し早い段階で
anaphase 染色体から消失する (参考文献：Fig. 6E–G)。これらの結果からAurora B のスピンドルミッド
ゾーンからの消失は細胞質への拡散であることが考えられる。 
 
Cleavage furrow regression による cytokinesis 阻害 
Cytokinesis における v-Src 発現の効果を調べるために、我々は HeLa S3/v-Src を用いて細胞同調を行い
タイムラプスイメージングを行った。タイムラプスイメージングから v-Src 発現の結果、M 期突入から
anaphase の開始までの細胞周期進行に v-Src 発現細胞で時間が延長したことが分かった (参考文献：Fig. 
7A and B)。驚いたことに、v-Src 発現細胞において分裂溝は完全に形成された後に元に戻った (M 期細
胞の内 14%, n=36, 参考文献：Fig. 7C)。Hoechst33258 を使ったDNA 染色より (矢印の細胞、参考文献：
Fig. 7C) cleavage furrow regression の結果、二核となっていたことが分かる (参考文献：Fig. 7D)。v-Src が
誘導したcleavage furrow regressionにおけるAurora Bの関与を調べるためにcytokinesisにおけるAurora B
局在を調べた。コントロール細胞においてスピンドルミッドボディーにAurora B は観察されるけれど、
v-Src発現細胞ではスピンドルミッドボディー上ではAurora Bが観察されなかった (Cytokinesis細胞の内
12%, n=41, 参考文献：Fig. 7E)。v-Src 発現細胞における二核は、スピンドルミッドボディー上のAurora B 
が異常局在を示すことが関与し、cytokinesis 阻害が起こった結果形成されたことが考えられる。 
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Discussion 
 本研究の結果から、v-Src 発現細胞では anaphase spindle midzone 上でAurora B が局在できないことに
より分裂異常を引き起こし、二核化するということが明らかとなった (図 5)。また、二核化した細胞が
cytokinesis 阻害を経由していたことを示した (参考文献：Fig. 7)。Aurora B はセリンスレオニンキナー
ゼでありAurora B を制御しうる大多数のタンパクはセリンスレオニンキナーゼである。しかし、本研究
ではAurora B はチロシンキナーゼである v-Src によって制御される可能性を示唆できた。 
  大腸癌細胞の種によっては Src の高い活性が観察されたのに対して[2, 3], ヒト大腸癌細胞HCT116 で
は、染色体は比較的に安定であり、他の大腸癌細胞に比較して内在性 c-Src 発現レベルは低い[15, 65]。
一方、c-Src は v-Src 発現と同様に二核形成、Aurora B 局在異常を示した(参考文献サプリ：Figs. S2D and 
S4C)。本研究で見られた v-Src が誘導したフェノタイプは v-Src 限定のものではなく、Aurora B 局在異
常は c-Src, v-Src 共通のメカニズムであると考えている。そのようにしてHCT116 由来の v-Src 誘導発現
細胞株は、大腸癌細胞における c-Src 活性亢進状態での細胞分裂解析の適正なモデルだと言える。 
 以前にわれわれの研究室から abscission と言われる細胞質分裂の最終段階で Src シグナルが関わって
いるという報告をした[21]。その報告では Src シグナルの阻害はミッドボディーを含む細胞質の伸展を伴
った分裂阻害が起こった。 v-Src 発現でも細胞質分裂を引き起こしたので Src 活性の阻害と Src の過剰
な活性は同様なフェノタイプを示すと思える。しかし、v-Src 発現細胞では Src 活性阻害を行った時の様
な細胞質の伸展は見られなかった。v-Src 発現における細胞質分裂阻害は Src シグナル阻害における細胞
質分裂阻害のメカニズムとは異なる可能性が高い。Mklp1 はセントラルスピンドル複合体の構成タンパ
クの一つであり細胞質分裂に重要である。Mklp1 はミッドゾーン/ミッドボディーの会合と分裂溝退行
(cleavage furrow regression) の阻害と関連がある[51, 57, 58]。Mklp1 のスピンドルミッドゾーン/ミッドボ
ディーへのリクルートは細胞質分裂の完了に必要であり[51]、Aurora B によるMklp1 の S708 のリン酸化
修飾を必要とする[54, 58]。Mklp2 はセントロメアからスピンドルミッドゾーンへのAurora B の移行に
重要であり[62]、Mklp2 欠損はMklp1 の S708 のリン酸化を減少させる[58]。これは、Mklp1 の S708 のリ
ン酸化修飾にはAurora B のミッドゾーンへの局在が必要であることを示す。同様に、Mklp2 ノックダウ
ンは細胞質分裂阻害を引き起こし、結果二核を形成する[52]。そのような知見からわれわれは、v-Src 発
現は Mklp2 の機能を阻害し、その結果、CPC の局在異常が引き起こされたと考えた(図 4)。しかしなが
ら、Mklp2 ノックダウンでは anaphase において分かれた染色体上に Aurora B は局在したままである。
われわれは v-Src 発現細胞では anaphase において分かれた染色体上にAurora B が残ったままの状態をほ
とんど見たことがないので、Mklp2 によるCPC、のスピンドル移行の後に、CPC とMklp2 はスピンドル
上での局在を維持できず細胞質中へ拡散していると考えた。 
 CPCのスピンドル移行後のミッドゾーン局在はAurora B 活性依存的に制御(図 4)されているという報
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告[66]がある。実際に、HCT116 細胞にAurora B 阻害剤 ZM447439 を処理するとAuorora B 局在はスピ
ンドルミッドゾーンから消失する(参考文献サプリ：Figs. S5)。しかしながら v-Src 発現細胞でのAurora B 
自己リン酸化(Thr232) は変化がなかった(参考文献：Fig. 5C)。v-Src は HCT116 中で chromosome bridge
を形成する(参考文献サプリ：Figs. S4A)。定量結果からするとAurora B 異常局在と chromosome bridge 
形成には相関性はないようである(参考文献：Fig. 4B)。Aurora B 異常局在になってるにもかかわらず
HeLa S3 ではめったに chromosome bridge が形成されないことからも両者は独立なものだと考えられる。
HCT116 では chromosome bridge 形成が起こりやすいことから細胞の形質にもよると考えられ解析の余
地がある。大腸がん細胞中では chromosome bridge 形成の結果 cleavage furrow regression の結果、細胞質
分裂阻害が引き起こされる[67-70]。HCT116 中では chromosome bridge では 20%の細胞で観察されるが、
これは過去の報告と一致し[69]、二核形成は 1%である。よって、v-Src 発現細胞おける chromosome bridge 
形成が細胞質分裂阻害の大部分を担っているわけではない。Chromosome bridge を含む細胞では NoCut 
pathway と呼ばれるAurora B 活性依存的な chromosome bridge の解消を待つ機構が存在する[71-74]。そ
のようにして Src 活性の上昇した大腸がん細胞中ではAurora B 局在異常、chromosome bridge 形成の両
者が細胞質分裂阻害に関与している可能性もある。 
 本研究により binucleated tetraploids が Src 活性の上昇により見られることを示した (参考文献：Fig. 1, 
3)。Tetraploid cellsでは高い頻度で染色体へ結合する微小管のエラーが生じることが知られている(図5)。
この tetraploid cells の異常な染色体分離ががん悪性化に関与することは知られている。そして、v-Src 発
現した tetraploid cells も染色体結合する微小管のエラーを介した異常な染色体分離を引き起こすことが
予想される。肝がんの転移に Src 活性の亢進が関与することや大腸癌細胞での Src 活性亢進が腫瘍化促
進に働くことが報告されているので本研究室で見つけた v-Src による cytokinesis 阻害を介した二核形成
の機構も大腸癌，転移性癌へと癌病態が進行するメカニズムに関与することが考えられる。 
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Materials and Methods 
プラスミド 
v-Src 誘導発現細胞株のための pcDNA4/TO/v-Src ベクターを構築するために、pcDNA3/v-Src (Ohnishi 先
生寄贈; [31]) のHindIII-XhoI フラグメントを pcDNA4/TOneoR [32]のHindIII-XhoI サイトに組み込んだ。 
Tetracycline repressor  (TR) と CD25 を発現させる pCAG/TR-IRES-CD25 ベクターを構築するために 
pOZ-FH-N (gifted by Iwama; [33])から IRES と CD25 を含む BglII-BamHΙ フラグメントを単離し
pCAG/TR[34]の BglII サイトに組み込んだ。 
 
抗体 
以下のような抗体を用いた： マウスモノクロナール 抗-v-Src (#327, Calbiochem)、抗 Src (GD11, Millipore),
抗 E-カドヘリン(#36, BD Biosciences), 抗-チロシンリン酸化 (anti-pTyr, 4G10, Upstate Biotechnology), 抗
-phospho-p44/42 MAP kinaseThr 202/Tyr 204 (pERK1/2) (E10, Cell Signaling Technology), 抗-AIM-1 (Aurora 
B) (#6, BD Biosciences), 抗-アクチン(C4, Millipore), 抗-γ-チューブリン (GTU-88, Sigma) 抗体, ラビット
ポリクロナール抗-ERK2 (C-14, Santa Cruz Biotechnology), 抗-Src[pY416] (phospho-Src family, Cell Signaling 
Technology), 抗-Aurora B (ab2254, abcam), 抗-phospho-Aurora A (Thr288)/Aurora B (Thr232)/Aurora C 
(Thr198) (D13A11, Cell Signaling Technology), 抗-サイクリン B1 (H-433, Santa Cruz Biotechnology), 抗
-Mklp-1 (N-19, Santa Cruz Biotechnology), 抗-KIF20A/RAB6KIFL (Mklp-2) (A300–879A, Bethyl Laboratories), 
抗-INCENP (ab36453, abcam), 抗-TR (#TET01, MoBiTec) 抗体, ラットモノクロナール-α-チューブリン 
(MCA78G, Serotec). 抗-マウス IgG 抗体, 抗-ラビット IgG 抗体 (Cell LAB), 抗-ラット IgG 抗体 (GE 
Healthcare) に対するホースラディッシュペルオキシダーゼ -F (ab') 2 フラグメント (GE Healthcare)を使
用した. 抗-マウス IgG と IgM の Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated F(ab') 2 フラグメント 
(BioSource International) と抗-ラット IgG の FITC-F (ab') 2 (Sigma) 二次抗体を使った。 Alexa Fluor 488-
ドンキ  ー -抗-マウス IgG, Alexa Fluor 546-ドンキ -ー抗-ラビット, Alexa Fluor 647-ゴート-抗マウス IgG, 
Alexa Fluor 647-ゴート-抗-ラット IgG  の二次抗体を Invitrogen で購入した。  
 
細胞とトランスフェクション 
HCT116 (provided by T. Tomonaga), HeLa S3 (Japanese Collection of Research Bioresources, Osaka), NIH3T3, 
TR 安定発現 HeLa (clone #3-2) [34]と c-Src 誘導型HeLa S3/c-Src [22] は 1% fetal bovine serum (FBS) と 
4% bovine serum (BS) を含む Iscove's modified Dulbecco's medium (IMDM) で細胞培養した。一過性のトラ
ンスフェクションは直鎖状の polyethylenimine (25 kDa; Polysciences) [35] を使用して行った。v-Src のテト
ラサイクリン誘導型の細胞株を作成するためにHCT116 細胞に pCAG/TR-IRES-CD25 とハイグロマイシ
ン耐性遺伝子を共発現させ 300 µg/ml ハイグロマイシンでセレクションをかけた (Wako Pure Chemicals, 
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Osaka)。TR安定発現株であるHCT116/TRは抗TR抗体を用いてウェスタンブロッティングで確かめた(参
考文献サプリ：Fig. S1)。さらにHCT116/TR に pcDNA4/TO/v-Src をトランスフェクションし、300 µg/ml 
G418 (Wako Pure Chemicals, Osaka) でセレクションした。v-Src のテトラサイクリン誘導型の細胞株を
HeLa S3 、NIH3T3 細胞で作成するために pCAG/TR[36]とハイグロマイシン耐性遺伝子を共発現させ、
HeLa S3 と NIH3T3 cells は 200 µg/ml と 350 µg/ml ハイグロマイシン (Wako Pure Chemicals, Osaka) で
セレクションした。TR 安定発現株であるHeLa S3/TR とNIH3T3/TR はそれぞれ pcDNA4/TO/v-Src をト
ランスフェクションし 200 µg/ml と 125 µg/ml G418 でセレクションした。 
 
免疫蛍光顕微鏡観察 
免疫蛍光染色は過去に報告した方法に従った [37–40]。手短に言うと、細胞は 4% paraformaldehyde を含
む phosphate-buffered saline (PBS)で 20 分間処理し固定した。INCENP, Mklp1, Mklp2 の検出のために 3% 
paraformaldehyde を 20 分間処理し固定し、0.1% Triton X-100 を含む PBS で 5 分間抽出した。また、3% 
paraformaldehyde を 5 分間処理し 0.5% Triton X-100 で 5 分間抽出し、4% paraformaldehyde を 10 分間処理
し固定した。γ-チューブリンの検出のために、マイナス 30 度の 100% メタノールで、5 分間固定した。
固定した細胞は再度 0.1%サポニン 3% bovine serum albuminで抽出及びブロッキングを行い、一次抗体、
二次抗体をそれぞれ 1 時間インキュベーションした。200 µg/ml RNaseA を 30 分間処理した後、20–50 
µg/ml propidium iodide (PI) , 20 nM TO-PRO-3 (Molecular Probes), 0.1 µg /ml 4',6-diamidino-2-phenylindole 
dihydrochlo-ride (DAPI, Sigma)で染色した。共焦点、ノマルスキー微分干渉イメージは LSM510 レーザー
スキャン顕微鏡を使って画像取得した。40×1.2 NA 水浸レンズと 63×1.4 油浸対物レンズ (Zeiss)を使用
した。 
 
ウェスタンブロッティング 
ライセートは SDS-サンプルバッファーに溶解して作成し、SDS-PAGE で分離し、polyvinylide-nedifluoride 
(PVDF) メンブレン(Millipore) にトランスファーした。タンパクのリン酸化を調べるためにセリン/スレ
オニンホスファターゼ阻害剤である β-glycerophosphate (20 mM) とNaF (50 mM)とチロシンホスファタ
ーゼ阻害剤である sodium orthovanadate (10 mM) を含む SDS-サンプルバッファーを用いた。検出方法は
過去の報告に従った[32,40–42]。多くの抗体を用いて検出するため、一次抗体、二次抗体それぞれを除去
し、次のブロットを行った。一次抗体はストリッピングバッファーを用い、二次抗体はHRP の不活化を
0.1% NaN3 を用いて行った。結果は、イメージアナライザーである LAS-1000plus (Fujifilm, Tokyo, Japan) 
と ChemiDoc XRSplus (Bio-Rad) を用いて解析した。化学発光のインテンシティー測定は Quantity One 
software (Bio-Rad) を用いた。 
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フローサイトメトリ  ー
10 分間のトリプシン処理で細胞をはがし、1.25-1.5% paraformaldehyde で氷上一時間で固定し、70%エタ
ノールで-30度に置いて一時間抽出を行った [32,38,42]。3% FBS を含んだPBS で二度washを行った後、
100 µg/ml RNaseA と 50 µg/ml PI を用いて 37 度で、30 分間インキュべートしDNA 染色した。DNA 含量
はMoFlo cell sorter (Beckman Coulter)を用い、レーザーは 488-nm アルゴンレーザーを使用し解析した。
断片化した死細胞と残骸は forward scatter と pulse-width によるゲートを用いて除外した。 
 
細胞周期 
HCT116/v-Src は 4mM チミジンを 24 時間処理し S 期同調し、その後チミジンは含まない新しいメディ
ウムで培養した。5 時間培養後、細胞は 6µM RO-3306 (Calbiochem) で 9 時間培養し、G2 期に同調した。
続いて、Ca2+ 、Mg2+ を足した PBS でwash した後、事前に温めておいたメディウムで培養しM 期に進
行させた。細胞同調中に v-Src を発現させるため、RO-3306 処理中の最後の 6 時間に 1 µg/ml Dox を
RO-3306 と同時に処理した。一方で、HeLa S3/v-Src で S 期同調後 9 時間リリースし、40 ng/ml ノコダゾ
ールで4時間処理し、mitotic shake-offしてノコダゾール同調細胞を回収した。この細胞をPBS (−) でwash
後に新しいメディウムで培養しM 期に進行させた。poly(2-hydroxyethyl methacrylate)  [poly(HEMA) [43] ]
コートしたディッシュ中で浮遊状態のHeLa S3/v-Src を同調するために、4 mM チミジンを 24 時間処理
した。この S 期同調細胞は PBS (−)でwash し、続いて 40 ng/ml ノコダゾールを含むメディウムで培養し
た。ノコダゾール同調細胞は PBS (−)でwash し事前に温めたメディウムで培養しリリースした。 
 
タイムラプスイメージング 
HeLa S3/v-Src は 4mM チミジンを 24 時間処理し S 期同調した。その後、PBS でwash し新しいメディウ
ムで培養しリリースした。S 期同調した後に 5 時間リリースし、8 µM RO-3306 と 1 µg/ml Dox を含むメ
ディウムで 9 時間培養し、G2 期に細胞を同調し同時に v-Src を発現させた。続いて、細胞を PBS (+)で
wash し 20 mM HEPES (pH 7.3)を含むメディウムで培養しリリースした。Zeiss Axiovert S100 顕微鏡のス
テージを事前に 37 度に温め、そのステージ上にディッシュを置き、20 ×0.50 N.A 対物レンズで位相差イ
メージで細胞の進行をモニターした。タイムラプスイメージは G2 期からのリリース後 5 分で始めた。
タイムラプスイメージ後 16 µM Hoechst33258 (Polyscience)でDNA 染色した。タイムラプスイメージは
Image J software  (NIH, USA)を用いて解析した。 
 
Mitotic index 
0.1 ng/ml Dox を 5 日間処理後、0.1 µg/ml ノコダゾールを 4-12 時間処理した。細胞は、4% paraformaldehyde
で 20 分間固定し、200 µg/ml RNaseA と 50 µg/ml PI を用いて常温で 30 分間インキュべートしDNA 染色
した。毎時間ごとの形態が丸くなった細胞の数を計測した。Mitotic index は細胞全体に対するM 期の細
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胞数で定義される。 
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Figure legends 
Fig. 1 –v-Src 誘導によるチロシンリン酸化の亢進に伴う形態上の変化 
HCT116由来のv-Src誘導発現細胞株 (HCT116/v-Src) と親株であるHCT116をDox誘導した細胞と誘導
しない細胞を用意し、Figに示した濃度のDoxで72時間誘導した。 (A) 抗Src[pY416] 抗体、抗Src (GD11) 
抗体、抗チロシンリン酸化 (pTyr) 抗体、抗アクチン (ローディングコントロール) 抗体を用いてウェ
スタンブロットを行った。(B) 細胞は固定後に染色した。Src (緑), DNA (赤)。(C) 抗 E-カドヘリン抗体、
抗 ERK2 抗体、抗 pERK1/2 抗体 (抗-リン酸化-p44/p42 MAPK)、抗-α-チューブリン (ローディングコン
トロール) 抗体を用いてウェスタンブロットを行った。(D) 細胞は固定後に染色した。E-カドヘリン 
(E-Cad, 緑), DNA (赤)。 
 
Fig. 2 –v-Src による細胞増殖抑制効果 
(A) HCT116/v-Src は Fig 中に示した Dox 濃度で使用した。5 日に渡り、細胞数を計測し、結果は 0 日の
細胞数に比較して何倍という値で示した。結果はそれぞれ 2 例以上をまとめたものを示した。(B) 
HCT116/v-Src そして TR-発現 HCT116 細胞 (HCT116/TR, クローン 0.8G5) は Fig 中に示した Dox 濃度
で培養し、DNA 含量はフローサイトメトリーで計測した。ヒストグラム中には 2N の細胞と 4N 以上の
DNA を持つ細胞を示した。SubG1 と 4N 以上のDNA を含む領域の細胞数を％で表示した。それぞれの
曲線は 10,000 細胞 (HCT116/TR), 25,000 細胞 (HCT116/v-Src, 1 ng/ml Dox) 16,000 細胞 (HCT116/v-Src, 
0.1 ng/ml Dox) で示した。 
 
Fig. 3 – v-Src が誘導する二核細胞 
(A) HCT116/v-Src と 親株HCT116 は Fig 中に示すDox 濃度で 3 日間培養しDNA を染色した。白線の四
角で囲った領域を下に拡大して示した。(B) HCT116 とHCT116/v-Src は示した濃度のDox で 3 日培養し
多核の細胞を計測した。結果は平均値で示した [HCT116 (n＞1002), HCT116/v-Src  (n＞1362) それぞれ
独立に 3 例以上行った]。アスタリクスは有意差を示す (**p＞0.01; ***p＞0.001; NS, not significant)。 
Student's t-test で計算し、スケールバーはそれぞれ 20 µm。(C) HCT116/v-Src を γ-チューブリン (緑)、
DNA(赤)で染色した。点線枠で囲った部位を白線の四角枠に拡大して示した。 
 
Fig. 4 –スピンドルミッドゾーン上でのMklp1 集積の阻害 
(A, B) HCT116/v-Src は 0.1 ng/ml Dox で 3 日間培養し、Aurora B (緑), Mklp1 (赤), DNA (青)で染色した。A
にはスピンドルミッドゾーン上にMklp1 が正常局在する典型例を示し (None)、anaphase でスピンドル上
にMklp1 が局在しない細胞を示した (Dox)。B には、Aurora B と Mklp1 の anaphase における局在を示
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した。細胞は 4 つのカテゴリーに分類した。Aurora B、 Mklp1 の両方正常局在の細胞 (白抜き); Aurora B
は正常局在、 Mklp1 は異常局在 (縦縞); Aurora B は異常局在、 Mklp1 は正常局在 (灰色); Aurora B、 
Mklp1 の両方異常局在の細胞 (灰色で縦縞)。結果は anaphase 細胞の数を％化し示し、それぞれ独立した
3 例以上の実験 (n＞130) の結果を平均化した。 アスタリクスは有意差を(*p>0.005;  **p>0.01) 示し、
Student's t-test で計算した。スケールバーはそれぞれ 10 µm。(C) HCT116/v-Src は 0.1 ng/ml Dox で 3 日間
培養した。Aurora B (緑), α-チューブリン (赤), DNA (青)で染色し、典型例を示した。スケールバーは
10 µm。 
 
Fig. 5 –スピンドルミッドゾーン上でのAurora B 集積の阻害 
(A–C) HCT116 とHCT116/v-Src は 0.1 ng/ml Dox で 3 日間培養した。細胞は固定やライセートに溶解す
る前に 10 µm PP2 を 30 分間処理した。A では、細胞はAurora B (緑), DNA (赤)で染色し、anaphase 中の
Aurora B の異常局在を％化して示した [HCT116 (n＞105), HCT116/v-Src (n＞93), それぞれ独立に 3 例以
上行った]。B ではライセート化した後に抗チロシンリン酸化 (pTyr) 抗体、抗アクチン (ローディング
コントロール) 抗体を用いてウェスタンブロットを行った。(C) HCT116/v-Src は 0.1 ng/ml Dox で 84 時間
培養した。最後の 12 時間は 0.1 ng/ml ノコダゾール添加して培養した。ライセート化した後に抗-リン酸
化 Aurora B (Thr232), 抗-Aurora B, 抗-cyclin B1, 抗-Src[pY416] そして、抗-アクチン (ローディングコン
トロール) 抗体を用いてウェスタンブロットを行った。(D) 非同調HeLa S3/v-Src は浮遊状態で 0.1 ng/ml 
Dox で 3 日間培養し、多核細胞の計測を行った。結果は 3 例以上の独立した実験で行い、平均値を示し
た (n＞2111)。(E, F) HeLa S3/v-Src は浮遊状態で S 期に同調させ、その後、ノコダゾール入りのメディウ
ムで 4 時間培養した。ノコダゾール同 0.1 ng/ml Dox 調細胞は 40 分間リリースした。v-Src を発現させる
ために、細胞は S 期同調からリリースする段階で 0.1 ng/ml Dox で誘導し、その後ノコダゾールを添加し
た。(E) 細胞はAurora B (緑)、 DNA (赤)で染色した。(F) anaphase 中のAurora B の異常局在を％化し、
平均値で示した(n＞98)。アスタリクスは有意差を (***p＞0.001; NS, not significant)示し、Student's t-test
で計算した。スケールバーは 10 µm。 
 
Fig. 6 –スピンドルミッドゾーン上でのCPC, Mklp2 の集積の阻害 
(A, B) HCT116/v-Src は 0.1 ng/ml Dox で 3 日間培養し、Aurora B (緑), INCENP (赤), DNA (青)で染色した。
A にはスピンドルミッドゾーン上に INCENP が正常局在する典型例を示し (None)、anaphase でスピンド
ル上に INCENP が局在しない細胞を示した (Dox)。B では anaphase のスピンドルミッドゾーン上での 
INCENP 局在について調べた。データは anaphase 細胞中でスピンドルミッドゾーン上から INCENP が焼
失する割合を示しており 3 例ずつ行った (n＞98)。(C, D) HCT116/v-Src はAurora B (緑), Mklp2 (赤), DNA 
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(青)で染色した。Cではスピンドルミッドゾーン上にMklp2が正常局在する典型例を示し(None)、anaphase
でスピンドル上にMklp2 が局在しない細胞を示した (Dox)。D には、Aurora B と Mklp2 の anaphase に
おける局在を示した。細胞は 4 つのカテゴリーに分類した。Aurora B、 Mklp2 の両方正常局在の細胞 (白
抜き); Aurora B は正常局在、 Mklp2 は異常局在 (縦縞); Aurora B は異常局在、 Mklp2 は正常局在 (灰色); 
Aurora B、 Mklp2 の両方異常局在の細胞 (灰色で縦縞)。結果は anaphase 細胞の数を％化し示し、それぞ
れ独立した 3 例以上の実験 (n＞93) の結果を平均化した。スケールバーはそれぞれ 10 µm。(E–G) 
HCT116/v-Src で4 mMチミジン処理後5時間リリースし、6 µm RO-3306を9時間処理しG2期同調した。
G2 期同調細胞は新しいメディウムにリリースしM 期へと進ませた。E ではリン酸化-ヒストンH3 Ser10 
(pHisH3)とDNA を染色した。F では anaphase 初期で分かれた染色体上で pHisH3 染色が染まっていない
細胞を％化して示した。結果は anaphase 細胞の数を％化し示し、それぞれ独立した 3 例以上の実験 (n
＞98) の結果を平均化した。アスタリクスは有意差を (*p>0.05; **p>0.01)示し、Student's t-test で計算し
た。スケールバーはそれぞれ 10 µm。G では、RO-3306 処理時間の最後 3 から 6 時間 1 µg/ml Dox も同時
に処理した。G2 期同調細胞をライセート化し、抗-Src[pY416] そして、抗-アクチン (ローディングコン
トロール) 抗体を用いてウェスタンブロットを行った。 
  
Fig. 7 – v-Src が誘導した cytokinesis 阻害 
HeLa S3/v-Src で v-Src 発現、非発現の状態でG2 期に細胞同調した。G2 期に停滞させた細胞は新しいメ
ディウムを入れてリリースし、M 期に進んだ細胞を位相差顕微鏡を用いて解析した。(A) HeLa S3/v-Src
で位相差顕微鏡を用いて解析した。(B)核膜崩壊から anaphase の開始までの時間を計測し、平均値±標準
誤差で示した (n＝13)。アスタリクスは有意差を (**p > 0.01; NS, not significant) 示し、Student's t-test で計
算した。(C)位相差顕微鏡で取得した画像イメージを示した。矢印は分裂溝が戻った細胞を示している。
タイムラプスイメージング後に 16µM Hoechst でDNA 染色し蛍光顕微鏡下で観察した。(D) Hoechst で
DNA 染色した結果、白枠で囲った細胞は二核細胞になっていることがわかった。(E) S 期同調細胞はリ
リース後に RO-3306 で G2 期に同調させた。G2 期同調細胞は事前に温めておいたメディウムでリリー
スしM 期に進行させてAurora B、 α-チューブリン、 DNA 染色した。v-Src を発現させるためにRO-3306
と同時に 1 µg/ml Dox を処理した。スケールバーは 10 µm。 
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